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1 Kurzzusammenfassung
Kollagen ist ein zentraler Bestandteil der extrazellulären Matrix und damit eines 
der  am  häufigsten  vorkommenden  Proteine  im  Tierreich,  welches  somit 
maßgeblich  für  die  Struktur,  Form  und  Mechanik  des  darauf  basierenden 
Gewebes verantwortlich ist.
Die  biomedizinische  Verwendbarkeit  von  Kollagen  wurde  bereits  früh  erkannt, 
nachdem festgestellt  wurde,  dass  sich  gereinigte  Kollagenfasern,  die  aus  der 
Submucosa des Dünndarms von Tieren gewonnen wurden,  als  resorbierbares 
Nahtmaterial  eignen,  welches  seither  als  Catgut bekannt  ist.  Trotz  möglicher 
unerwünschter  Nebenreaktionen,  wie  z.B.  der  Möglichkeit  einer  allergischen 
Reaktion auf derartige Xenotransplantate, wird Kollagen heutzutage in vielfältige 
Morphologien prozessiert und findet besonders als Barriere- und Füllsubstanz bei 
der Geweberekonstruktion Verwendung als Biomaterial.
Natürliches  Kollagen  ist  eine  hierarchisch  assemblierte  Struktur,  die  in  ihrer 
Proteinsequenz  klar  definiert  ist:  Da  sich  Kollagen  aus  drei  α-Ketten  in  eine 
schlanke, rechtsdrehende Tripelhelix faltet, bestehen sterische Einschränkungen, 
die  dazu  führen,  dass  an  jeder  dritten  Position  der  α-Kette  nur  Glycin  als 
Aminosäure in Frage kommt. Das führt dazu, dass Kollagen-codierende Gene oft 
anhand der repetitiven Konsensussequenz (Gly-X-Y)n erkannt werden können.
Tierische Kollagene zeichnen sich außerdem dadurch aus, dass die Positionen X 
und Y des Konsensusmotivs oft  mit Prolin bzw. Hydroxyprolin besetzt sind, da 
diese  Aminosäuren  durch  die  Ausbildung  von  intermolekularen 
Wasserstoffbrücken und die energetisch im Gegensatz zu anderen Aminosäuren 
günstigere  trans-Konfirmation  einen  stabilisierenden  Effekt  auf  die  Tripelhelix 
ausüben. Die gezielte Hydroxylierung von Prolin zu 4-Hydroxyprolin und der damit  
verbundene Stabilitätsgewinn führen im Umkehrschluss dazu, dass nicht korrekt 
hydroxyliertes Kollagen oftmals eine verhältnismäßig instabile Faltung aufweist, 
welche  die  Verwendung  von  solchen  inkorrekt  prozessierten  Proteinen  als 
Biomaterial einschränkt.
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Zusätzlich zu der enzymatisch katalysierten Prolin-Hydroxylierung finden während 
der  Synthese  von  fibrillärem  Kollagen  außerdem  weitere  posttranslationale 
Prozessierungsschritte  statt,  während  derer  die  Grundlage  für  die  weitere 
Assemblierung der einzelnen Tropokollagenmoleküle in Kollagenfibrillen bis hin zu 
ganzen Kollagenfaserbündeln geschaffen wird. Trotz der einfachen Primärstruktur 
handelt  es  sich  bei  tierischem  Kollagen  also  um  eine  hochkomplexe, 
hierarchische Struktur,  welche nicht  ohne weiteres  in  vitro nachgebaut  werden 
kann.  Vereinfacht  wäre  die  Struktur-Funktionsanalyse  durch  ausreichende 
Mengen nicht prozessierten Kollagens, welches aber nur mittels rekombinanter 
Techniken bereit  gestellt  werden kann.  Bislang konnte jedoch trotz  zahlreicher 
Bemühungen zur Herstellung von geeigneten Expressionssystemen auf Basis von 
Bakterien und Hefen biotechnologisch Kollagen nur durch die Kultivierung von 
Fibroblasten produziert werden.
Im  Zuge  dieser  Arbeit  wurde  deshalb  versucht,  den  Anspruch  eines 
rekombinanten Kollagens an das Expressionssystem besonders in Hinsicht auf 
die Notwendigkeit von Sekundärmodifikationen zu verringern. Als ein möglicher 
Kandidat in diesem Zusammenhang wurde das Muschelbyssuskollagen preColD 
gewählt und erfolgreich in P. pastoris produziert.
Bei  preColD  handelt  es  sich  um  einen  zentrales  Strukturprotein  des 
Muschelbyssusfadens, welches mitunter für dessen ausgezeichnete mechanische 
Eigenschaften verantwortlich ist.  Zusätzlich zu einer zentralen Kollagendomäne 
enthält  preColD  Alanin-reiche,  flankierende  Domänen,  die  während  der 
Assemblierung  des  Proteins  β-kristalline  Strukturen  ausbilden,  sowie  Histidin-
reiche  Termini,  die  im  natürlichen  Faden  zusätzlich  DOPA enthalten,  welches 
Metallkomplexierung  und  Adhäsion  vermittelt.  Obwohl  das  natürliche  preColD 
während der Biosynthese sowohl in der Kollagendomäne Hydroxyprolin und in 
den terminalen Domänen DOPA als posttranslationale Modifikation enthält, konnte 
das Protein rekombinant ohne diese Sekundärmodifikationen produziert werden 
und selbst aus dem vollständig denaturierten Zustand in Fibrillen assemblieren, 
sowie  seidenähnliche,  β-kristalline  Strukturen  in  entsprechenden  Domänen 
ausbilden.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Selbstassemblierung von preColD möglich 
ist, da flankierende Domänen vorhanden sind, die die Entstehung von Gelatine-
artigen Netzwerken verhindern, indem sie eine Erstassemblierung ermöglichen, 
die als Keim für die Ausbildung einer korrekt gefalteten Kollagen-Tripelhelix dient.
Diese Beobachtung konnte im Zuge einer zweiten Arbeit bestätigt werden, in der 
ein synthetisches (GPP)50-Polymer in  E. coli  rekombinant produziert wurde. Das 
so genannte eCol wurde am Aminoterminus mit einem redox-schaltbaren Foldon 
versehen, welches unter oxidierenden Bedingungen Cystin-Brücken ausbildet und 
damit zur Oligomerisierung der gelösten Monomere führt.
Im Zuge von Schmelzpunktbestimmungen wurde der Einfluss der Foldon-Domäne 
auf  das  Assemblierungsverhalten  der  eCol-Konstrukte  unterschiedlicher  Länge 
untersucht und dabei festgestellt,  dass eine derartige Domäne ausreichend ist, 
um  eine  Assemblierung  von  tripelhelikalem  Kollagen  unter  physiologischen 
Bedingungen zu  ermöglichen.  Weiterhin  wurde beobachtet,  dass das gezeigte 
(GPP)n-basierte  Polymer  überraschend  stabil  ist  und  auch  ohne  das 
Vorhandensein  von  Hydroxyprolin  Schmelzpunkte  weit  jenseits  derer  von 
natürlichem Kollagen aufweist.
Außerdem  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Cytokompatibilität  von  eCol 
dahingehend gewährleistet ist,  dass es im nativen Zustand keinerlei Interaktion 
mit  Zelloberflächenrezeptoren  wie  z.B.  Integrin  zeigt  und  damit  eine  aus 
biologischer  Sicht  inerte  Oberfläche  bietet,  an  welche  mehrere  untersuchte 
Zelllinien nicht adhärierten. Wurde das langkettige eCol als Matrix für kurzkettige 
(GPP)n-Peptide genutzt,  welche zusätzlich spezifische Adhäsionsmotive tragen, 
fand daran die Zelladhäsion statt.
Es  konnte  also  gezeigt  werden,  dass  es  durch  rationales  Design möglich  ist,  
rekombinant  produzierbare,  kollagenartige  Proteine  herzustellen,  die  die 
Möglichkeit  zur  schaltbaren Selbstassemblierung besitzen und zusätzlich  dazu 
genutzt  werden  können,  gewünschte  Funktionalitäten  gezielt  in  das  Protein 
einzubringen, wodurch rekombinante Kollagene in Zukunft  gute Kandidaten für 
Anwendungen als Biomaterial sind. 
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2 Short summary
Collagen is an important constituent of the extracellular matrix and therefore one 
of the most abundant proteins in the animal kingdom. It is largely responsible for  
the shape, structure and mechanical properties of the tissues it helps to form.
The possible biomedical applications of collagen have been known since ancient 
times, with the most prominent example being absorbable suture materials called 
catgut, which is made from the cut and purified submucosa of sheep intestine. 
Even  though  there  is  a  chance  for  unwanted  immune  reactions  to  such 
xenotransplants,  such  as  allergic  responses,  collagen-based  biomaterials  for 
medical use have since been processed into a variety of morphologies and are 
currently  most  prominently  applied  as  a  barrier  or  filler  material  during 
reconstructive surgery.
Natural collagen is a hierarchical structure with a well-defined protein consensus 
sequence: Since collagen folds by assembling three α-chains into a slim, right-
handed triple-helix, some steric hindrances arise, allowing only glycine on every 
third position within the α-chain. As a result, this often allows collagen-encoding 
genes to be identified solely by their repetitive (Gly-X-Y)n consensus sequence.
Additionally, in animal collagen, the positions X and Y of this consensus sequence 
are often populated by proline and 4-hydroxyproline, respectively, because these 
amino acids allow the formation of intermolecular hydrogen bonds and, due to 
their statistically higher abundance of the trans-conformation, provide an energetic 
benefit and hence stabilizing effect to the triple helix. Conversely, this means that 
when the  stabilizing  properties  of  hyrdoxyproline  are  missing  due to  improper 
hydroxylation, the resulting collagen will be more easily unfolded and degraded, 
which reduces the applicability of such a biomaterial.
In addition to the enzymatically catalyzed proline hydroxylation, additional post-
translational  processing  steps  take  place  during  the  biosynthesis  of  fibrillar 
collagen,  during  which  the  basis  for  the  assembly  of  the  single  tropocollagen 
molecules into collagen fibrils and even fibers is established. 
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Consequently, even though the repetitive primary sequence might appear simple, 
animal collagen is a highly complex, hierarchical structure that cannot be easily 
replicated in vitro. 
In order to analyze the structure-function-relationship of these proteins, sufficiently 
large quantities of unprocessed collagen are required, which can only be provided 
with recombinant expression systems. Even though several attempts have been 
made to find such systems utilizing bacteria and yeast, the only currently viable, 
biotechnological  strategy  for  the  production  of  collagen  is  the  cultivation  of 
fibroblasts.
One of the goals of this thesis was therefore to reduce the requirements of the 
recombinant collagen towards the expression host, especially with regards to the 
necessity of secondary modifications. One candidate to fulfill this prerequisite was 
found  with  the  mussel  byssus  protein  preColD,  which  could  be  successfully 
produced in the yeast P. pastoris.
preColD  is  a  major  structural  protein  within  the  byssus  thread  and  strongly 
impacts the overall mechanical performance of this tough fiber. In addition to a 
central collagen-like core domain, preColD contains alanin-rich flanking domains 
that  form  silk-like  β-sheet  rich  crystals  during  the  fiber  assembly,  as  well  as 
histidine-rich terminal  domains that,  in the natural  byssus,  also contain DOPA. 
Both  of  these  amino  acids  can  form  metal  ion  complexes,  which  mediate 
intermolecular  adhesion  and  provide  a  mechanism  for  a  remarkable  form  of 
energy  dissipation  and  subsequent  self-healing.  Although  the  natural  preCol 
proteins  contain  secondary  modifications  such  as  hydroxyproline  within  the 
collagen domain, as well as DOPA within the terminal domains, this protein could 
be  successfully  produced  recombinantly  without  these  posttranslational 
modifications, and still has the ability to correctly form both fibrillar and silk-like 
crystalline structures from unfolded monomers.
It could be shown that the self-assembly of preColD was possible because of the 
presence of flanking domains that assembled before the collagen-like domain and 
thereby  provided  a  nucleation  site  for  the  growth  of  single,  correctly  folded 
collagen triple-helix instead of an unstructured gelatin-like network.
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The same observation  could  be made when a synthetic  (GPP)50-polymer  was 
expressed in E. coli. The amino-terminus of this so called eCol protein was fitted 
with redox-switchable foldon domain that, under oxidizing conditions, would form 
cystein bridges between other eCol-monomers and thereby lead to the formation 
of oligomers.
The influence of this foldon domain on the folding and assembly properties was 
investigated during melting-point determination experiments for eCol-constructs of 
varying  lengths.  It  was  found  that  the  domain  was  sufficient  to  promote  the 
formation  of  collagen-like  secondary  structures  under  physiological  conditions. 
Furthermore,  it  could be shown that  even without  hydroxylation,  (GPP)n-based 
polymers are remarkably stable and, depending on their length, can have melting 
points far beyond those of natural collagen.
Furthermore, it could be shown that eCols are cytocompatible in that they do not 
show interaction with cell surface proteins such as integrins in their native state,  
thereby offering an inert surface that does not show adhesion for several tested 
cell  types.  However,  when  using  a  long-chain  eCol  as  a  matrix  for  short 
(GPP)n-peptides,  specific  functionalities  such  as  adhesion  motifs  can  be 
integrated into the structure and in the case of RGD-motifs, cell adhesion could be 
observed.
In  conclusion,  this  thesis  shows  that  with  rational  design,  it  is  possible  to 
recombinantly produce collagen like proteins that contain features which allow a 
switchable self-assembly and furthermore possess the ability to quickly integrate 
specific functional groups, which should allow these recombinant collagens to be 
promising candidates for future biomaterials based thereon.
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4 Einleitung
Bei  Kollagen  handelt  es  sich  um  eines  der  mengenmäßig  am  häufigsten 
vorkommenden  Proteine  im  Tierreich  [1].  Bereits  einfache  mehrzellige 
Organismen  wie  z.B.  Schwämme  und  Nesseltierchen  nutzen  Varianten  von 
Kollagen, um daraus ihre extrazelluläre Matrix aufzubauen, deren mechanische 
Eigenschaften  zu  prägen  und  eine  kompatible  Umgebung  für  die  Zellen  des 
jeweiligen Gewebes zu schaffen [2].
Zusätzlich zu eukaryontischem Kollagen sind auch manche Prokaryoten in der 
Lage  Proteine  herzustellen,  die  eine  Kollagen-typische,  tripelhelikale  Faltung 
annehmen, welche nach der Verankerung in der Zellwand des Bakteriums dazu 
dienen, es im Gewebe zu adhärieren und vor der Immunantwort  des Wirts zu 
schützen [3]. Bei bakteriellem Kollagen handelt es sich deshalb in erster Linie um 
einen Virulenzfaktor und weniger um ein Strukturprotein [4].
Besonders in Hinblick auf biomedizinische Anwendungen sind fibrilläre Formen 
von Kollagen seit langem ein attraktives Material, da es durch seine klar definierte 
molekulare  Struktur,  seine  morphologische  Variabilität  und  sein  beinahe 
ubiquitäres  Vorkommen  auch  über  Speziesgrenzen  hinweg 
Anwendungsmöglichkeiten bietet [5].
Die  ersten  resorbierbaren  Nahtmaterialien  wurden  beispielsweise  aus  dem 
gereinigten Dünndarm von Schafen gefertigt („Catgut“) und sind seit jeher neben 
der  Seide  von  B.  mori in  diesem  Zusammenhang  eines  der  bekanntesten 
proteinergen Biomaterialien, welches zur Zeit jedoch aufgrund seiner schwachen 
mechanischen Festigkeit nur für die Vereinigung von weichem Gewebe verwendet 
werden kann [6], [7].
Neue Verfahren zur Prozessierung von gelöstem Kollagen, darunter insbesondere 
der  Einsatz  von  Mikrofluidik-basierten  Nassspinnverfahren  [8],  führte  in  den 
letzten  Jahren  zu  mechanisch  leistungsfähigeren  Kollagenfasern,  die  der 
Festigkeit von Sehnen gleichen und demnach für die Herstellung und Reparatur  
von Biomaterialien mit ähnlichen Charakteristika geeignet sein sollten.
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Im Zuge der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie sind seit den 80er Jahren 
des  letzten  Jahrhunderts  nicht-fibrilläre,  gereinigte  Präparationen  von  Typ  1 
Kollagen aus Rinderhaut (z.B. Zyderm® und Zyplast®) als Implantate und Füllstoffe 
verfügbar, welche jedoch in bis zu 5% aller Patienten aufgrund von allergischen 
Reaktionen nicht verwendet werden können und in manchen Fällen trotz nicht 
bestehender  Allergie  nach  der  Implantation  verzögert  Immunreaktionen  und 
Kreuzreaktionen zu anderen Kollagenen hervorrufen können [9], [10]. Aus diesen 
Gründen wurden die genannten Produkte in den letzten Jahren zunehmend von 
Produkten  auf  Basis  von  anderen  Polymeren,  wie  z.B.  Hyaluronsäure,  und 
biotechnologisch  produziertem,  humanen  Kollagen  (z.B.  Cosmoderm® und 
Cosmoplast®) verdrängt [11].
Durch  die  Entwicklung  neuer  Technologien,  wie  der  eben  genannten 
biotechnologischen  Proteinproduktion,  Gen-  und  Festphasenproteinsynthese 
sowie biomimetischer Prozessierung steht  seit  einigen Jahren der  Weg hin zu 
neuen Kollagenen und kollagenmimetischen Produkten offen, welche in Zukunft 
die Möglichkeit bieten werden, die soeben beispielhaft genannten Probleme zu 
umgehen [12], [13].
Diese  Arbeit  setzt  sich  aus  mehreren  Teilarbeiten  zusammen,  welche  die 
momentane Rolle von Kollagen als Biomaterial diskutieren und die Möglichkeit der 
Produktion  von  Kollagen-ähnlichen  Proteinen  unterschiedlicher  Herkunft 
demonstrieren, die Ansätze zur Lösung der genannten Probleme bieten können.
4.1 Die molekulare Struktur und Assemblierung von Kollagen
Bei  fibrillärem  Kollagen,  welches  den  Hauptanteil  der  extrazellulären  Matrix 
ausmacht und besonders von den Typen I, II,  III, V und XI vertreten wird  [14], 
handelt  es  sich  um hierarchisch  aufgebaute  Strukturen,  deren  Primärsequenz 
bereits zur korrekten Identifikation als Kollagen dienen kann. Fibrilläre Kollagene 
durchlaufen  im  Zuge  ihrer  Assemblierung  jedoch  mehrere  Schritte,  um  ihre 
endgültige Struktur und mechanischen Eigenschaften auszubilden.
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Die grundlegende Eigenschaft  aller  Kollagene ist  die  Faltung in  Form in  einer 
rechtshändigen  Tripelhelix,  bestehend  aus  drei  linkshändigen  α-Proteinketten, 
welche  einen  geringen  Durchmesser  von  1,6  nm aufweist  und  etwa  alle  drei 
Aminosäuren eine Windung vollendet  (s.  Abb.  1).  Als  Folge dieser  räumlichen 
Vorgabe ist es nötig, dass alle Aminosäuren, deren Seitenketten die Ausbildung 
der Helix aus sterischen Gründen stören würden, durch Glycin ersetzt wurden, 
was zu einer repetitiven Konsensussequenz mit dem Motiv (Gly-X-Y)n führt [15].
Die Positionen X und Y des Konsensusmotivs werden in typischem Tierkollagen 
oft von Prolin (X) und 4-Hydroxyprolin (Y) besetzt, da für diese Aminosäuren die 
für  die  Tripelhelix  nötige  trans-Konformation  energetisch  günstiger  ist  als  für 
andere Aminosäuren [16], [17]. Außerdem können diese Aminosäuren, besonders 
Hydroxyprolin in der Y-Position, die Stabilität und damit den Schmelzpunkt der 
Tripelhelix  durch  die  Ausbildung  von  intermolekularen  Wasserstoffbrücken 
erhöhen [18].
Da  die  genannte  cis-trans-Isomerisierung  von  Prolin  bei  der  Ausbildung  der 
Kollagen-Helix  den  zentralen  ratenlimitierenden  Schritt  darstellt,  ist  es  zur 
korrekten Faltung von Tropokollagen aus den α-Ketten nötig, dass eine gezielte 
Nukleation  der  zukünftigen  Helix  stattfindet  [19],  weil  es  ansonsten  durch  die 
spontane Ausbildung von zufällig verteilten, tripelhelikalen Abschnitten zwischen 
den  einzelnen  Monomeren  zum  Entstehen  von  gelatineartigen  Netzwerken 
kommt.  Aus  diesem  Grund  nutzen  beinahe  alle  Kollagene  spezielle 
Trimerisierungsdomänen (s. Abb. 2), welche die Faltung von Prokollagen aus den 
monomeren α-Ketten begünstigen  [20].  Erst  nach der proteolytischen Spaltung 
dieser  Domänen  handelt  es  sich  um  Tropokollagen,  welches  durch  weitere 
Selbstassemblierung zur Bildung von Kollagenfibrillen in der Lage ist.
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Abbildung  1: Die löslichen α-Ketten werden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) posttranslationalen 
Modifikationen  unterzogen  und  falten  dann,  induziert  durch  die  Nukleation  ausgehend  von  einer 
Trimerisierungsdomäne,  in  ein  tripelhelikales  Prokollagen.  Im  Zuge  weiterer  Prozessierung  kommt  es 
während oder kurz nach der  Sekretion zu einer  proteolytischen Spaltung der terminalen Propeptide und 
damit zur Bildung von Tropokollagen. Je nach Kollagentyp findet nun im Extrazellulären Raum eine weitere 
Assemblierung  (hier:  Fibrillisierung)  statt,  welche  mit  zunehmender  Alterung  des  Kollagens  durch  die 
Knüpfung von kovalenten  Bindungen stabilisiert  wird.  Modifiziert  nach  [21] mit  Erlaubnis  des  Verlags
(© The Authors Journal compilation © 2012 Biochemical Society).
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Abbildung  2: Beispielhafte Darstellung der Funktion von Trimerisierungsdomänen während der Faltung 
von Kollagen: (a) Geschmolzenes Kollagen ohne Trimerisierungsdomäne bildet bei der Assembrierung aus 
ungefalteten  Monomeren  eine  quervernetzte,  Gelatine-artige  Struktur  aus.  (b) Ist  eine 
Trimerisierungsdomäne  vorhanden,  welche  vor  der  Ausbildung der  Helix  assembliert,  dann  dient  diese 
Struktur als Keim für die Faltung von klar definiertem Prokollagen. Übernommen aus [20] mit Erlaubnis des 
Verlags (© Elsevier Ltd.).
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4.2 Fibrilläre Kollagene in der extrazellulären Matrix
Die extrazelluläre Matrix (ECM) füllt im Wesentlichen den extrazellulären Raum 
eines  Gewebes  aus  und  ist  somit  maßgeblich  für  dessen  biochemische  und 
physikalische Eigenschaften verantwortlich. Die typischen Hauptkomponenten der 
ECM  sind  Polysaccharide  (Glucosaminoglycan,  Hyaluronsäure),  Proteine 
(Kollagen, Elastin, Keratin) und Glycoproteine (Proteoglycan, Fibronectin), welche 
untereinander vernetzt sind [22], [23].
Der Übergang zwischen Protein, Glycoprotein und Proteoglycan ist abhängig vom 
Grad  und  Art  der  Glycosylierung  fließend,  sodass  die  Einteilung  der  ECM-
Komponenten in diese Klassen hauptsächlich historisch begründet ist (s. Tab. 1).
Während  die  ECM  in  erster  Näherung  in  manchen  Geweben  als  simple 
Gerüststruktur  für  die  Verankerung  der  darin  enthaltenen  Zellen  verstanden 
werden  kann,  sind  besonders  mechanisch  stark  belastete  Gewebe  wie  Haut, 
Sehnen  und  Knochen  vorwiegend  von  den  mechanischen  Eigenschaften  der 
zugrundeliegenden  Polymere  geprägt.  Fibrilläres  Kollagen  ist  in  diesem 
Zusammenhang besonders wichtig, da es spontan zur Ausbildung von stabilen 
Fibrillen  aus  einzelnen  Tropokollagen-Tripelhelices  in  der  Lage  ist,  welche 
weiterhin  zu  mechanisch  belastbaren  makroskopischen  Fasern  assemblieren 
können und demnach diese Rolle im Körper vorwiegend übernehmen [24].
Zellen  interagieren  mittels  verschiedener  Oberflächenrezeptoren,  insbesondere 
Integrin, mit den unterschiedlichen Bestandteilen der ECM und können sich so 
einerseits  mechanisch  verankern,  als  auch  andererseits  die  über  diese 
Membranproteine  transduzierten  Signale  zur  Regulation  des  eigenen 
Stoffwechsels nutzen, um z.B. Differenzierung, Migration, Apoptose oder Auf- und 
Abbau der ECM einzuleiten [25], [26]. 
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Da es sich bei der ECM also nicht um ein inertes, statisches Gebilde handelt, 
welches lediglich die darin beherbergten Zellen fixiert, sondern alle Bestandteile 
miteinander interagieren und einem ständigen Umbau unterlegen sind, ist es unter 
diesem Gesichtspunkt sinnvoll, bei der Manipulation von bestehenden Geweben 
im  Zuge  von  medizinischen  Behandlungen  die  Kompatibilität  zu  der  bereits 
vorhandenen ECM als wichtiges Merkmal des dazu verwendeten Biomaterials in 
Betracht zu ziehen. 
Fibrilläres  Kollagen,  insbesondere  das  beinahe  ubiquitär  vorkommende  Typ  I 
Kollagen,  sind  aus  diesem  Grund  für  die  meisten  Anwendungen  ein  gut 
geeignetes  Biomaterial,  besonders  dann,  wenn  im  Zuge  von  regenerativer 
Medizin  eine hohe  Kompatibilität  zu  bestehenden  ECMs  und  deren  darin 
residierenden Zellen gewünscht ist [27].
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Tabelle 1: Bestandteile der extrazellulären Matrix
Stoffklasse Familie Bemerkung
Protein
Kollagen
Zahlreiche Varianten, je nach 
Typ Homo- und Heterotrimere 
möglich. Hauptprotein der 
extrazellulären Matrix. 
Typenspezifische Interaktion 
mit anderen Bestandteilen der 
ECM und Zellrezeptoren.
Fibrillär
(Typ I, II, III, V, XI)
Fibrillenassoziiert
(Typ IX, XII, XIV)
Netzbildend
(Typ IV, VIII, X)
Andere
Elastin Elastischer, weniger fest als Kollagen. Hauptbestandteil von weichen Geweben, insb. Blutgefäße, Lunge, Haut.
Keratin Als Bestandteil von Keratinozyten; Heterodimer; stark über Disulfide quervernetzt.
Glycoprotein
Fibronectin
Cystein-verknüpftes Dimer. Zahlreiche Funktionen, 
darunter Quervernetzung von anderen Matrix-
Bestandteilen, Interaktion mit Signalrezeptoren, 
Wundheilung.
Laminin
Heterotrimer, 15 bekannte Klassen. Hauptbestandteil 
der Basallamina. Bildet zusammen mit Typ IV-Kollagen 
ein Vlies aus vernetzten Fibrillen.
Proteoglycan
Heparan-sulfat
Strukturell verwandt mit Heparin. Langkettiges, 
unverzweigtes Poly-Disaccharid, häufigste 
Untereinheiten: Glucuronsäure und N-Acetylglucosamin 
bzw. deren Sulfate. Interagiert mit Integrinen, Perlecan, 
Agrin, Kollagen XVIII.
Chondroitin-
sulfat
Unverzweigtes Poly-Disaccharid (N-Acetylgalactosamin 
und Glucuronsäure bzw. Sulfate). Wichtiger Bestandteil 
von Knorpeln.
Dermatan-
sulfat
Poly-Disaccharid, Bestandteil von Haut, Blutgefäßen, 
Lunge, Sehnen.
Keratan-
sulfat
Poly-Disaccharid. Bestandteil von Cornea, Knorpel, 
Sehnen und Knochen.
Glucosamino-
glykan Hyaluronsäure
Polysaccharid aus Glucuronsäure und N-Acetyl-
Glucosamin. Nicht sulfatiert und nicht an Protein 
gebunden. Generelle Funktion als „Schmierstoff“, 
zusätzlich zahlreiche Aufgaben während Zellmigration, 
Wundheilung, Regulation von Entzündung.
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4.3 Limitationen von Kollagen als Biomaterial
Biomaterialien  sind  Materialien,  die  für  einen  medizinischen  Zweck  mit  einem 
Organismus  interagieren  und  sich  dabei  durch  hohe  Biokompatibilität 
auszeichnen. Das bedeutet, dass das Material weder toxisch noch immunogen 
sein darf und sich in seinen weiteren Eigenschaften dahingehend auszeichnet, 
dass es eine spezifische Aufgabe mit einer angemessenen Wirtsantwort erfüllt.
Die genannte Definition von Biokompatibilität  nach Williams  [28] ist  besonders 
realitätsnah, da sie die geforderte Funktionalität des Biomaterials als Kompromiss 
den möglicherweise unerwünschten Reaktionen des Wirts gegenüberstellt. Somit 
sind  auch  körperfremde  Materialien  wie  z.B.  Titan  für  gewisse  Aufgaben  der 
Definition  nach  biokompatibel,  nämlich  dann,  wenn  die  (mechanischen) 
Anforderungen nur durch solche Stoffe erfüllt werden können. Als Umkehrschluss 
dessen wird außerdem klar, warum Kollagen-basierte Materialien trotz ihrer Rolle 
als zentraler Bestandteil  der ECM und der damit  gegebenen Cytokompatibilität 
nicht in weitaus höherem Ausmaß zur Anwendung kommen:
Die heutzutage verwendeten, medizinischen Produkte,  welche aus extrahierten 
und gereinigten Kollagenen hergestellt werden, beschränken sich größtenteils auf 
Filme  und  sonstige  Barrieren,  Schwämme,  Füllstoffe,  Gele  und  Nanopartikel, 
welche sich allesamt nicht durch hohe mechanische Festigkeit auszeichnen [29]. 
Trotz der nachweislich hohen mechanischen Leistungsfähigkeit von vielmals stark 
belasteten, kollagenbasierten Strukturen im Körper, wie z.B. Knochen, Haut und 
Sehnen [30], ist es heutzutage nicht möglich, diese Eigenschaften mit den derzeit  
üblichen  Verarbeitungsmethoden  ex  vivo im  kommerziellen  Maßstab  zu 
reproduzieren. 
Ein  weiterer  Nachteil  von  Kollagen  ist  die  potentielle  Immunogenität,  die,  wie 
bereits  zuvor  erwähnt,  bei  der  Verwendung  von  xenogenen  Transplantaten 
auftreten kann und somit die Biokompatibilität von tierischem Kollagen generell in 
Frage stellt. Vor der Anwendung von bovinem Kollagen ist es z.B. üblich, einen 
Allergietest  auf  das Material  durchzuführen,  der  in  etwa 5% aller  Fälle  positiv  
ausfällt [11].
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Da  allogene  Kollagenquellen  nur  begrenzt  verfügbar  sind,  ist  die 
biotechnologische  Produktion  von  humanidentischem  Kollagen  oder 
hypoimmunogenen  Mimetika  deshalb  ein  zentraler  Punkt  der  derzeitigen 
Kollagenforschung  –  der  momentane  Stand  der  Technik  bedient  sich  hier  der 
Kultivierung von humanen Fibroblasten, welche mit vergleichsweise hohen Kosten 
verbunden ist. Auch pflanzlich produzierte, rekombinante Kollagene sind bereits 
kommerziell verfügbar, jedoch ist es auch hier nicht möglich, fibrilläre Formen mit  
hoher mechanischer Festigkeit zu produzieren.
Zusammenfassend  lässt  sich  deshalb  sagen,  dass  die  derzeitig  verfügbaren, 
Kollagen-basierten  Biomaterialien  teuer,  nicht  ausreichend  biokompatibel 
und/oder mechanisch schwach sind, und dass neue Wege zur Eliminierung dieser 
Nachteile erstrebenswert sind.
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4.4 Muschelbyssuskollagene
Der  Byssus  z.B.  einer  Miesmuschel  (Mytilus  galloprovincialis)  ist  eine  aus 
zahlreichen Fasern bestehende Haltestruktur,  mit der sich der Organismus am 
Untergrund  fixiert  (s.  Abb.  3).  Da  Miesmuscheln  die  Gezeitenzone  besiedeln, 
muss  der  Byssus  starken  Strömungen  und  unterschiedlichen  chemischen 
Bedingungen auf längere Zeit standhalten können. 
Am proximalen, d.h. dem muschelseitigen Ende entspring ein Byssusfaden dem 
Byssusstamm,  welcher  wiederum  über  einen  Retraktormuskel  mit  dem 
Schalengelenk und dem Muschelfuß verbunden ist. Am distalen Ende des Fadens 
geht  dieser  in  einen  zementartigen  Plaque  über,  welcher  mittels  spezieller 
Klebeproteine die Haftung an den jeweiligen Untergrund vermittelt [31].
Weil es sich bei dieser Haltestruktur und dem damit verbundenen Untergrund um 
mechanisch und chemisch stark  unterschiedliche Stoffe  handelt  ist  es  wichtig, 
dass das Elastizitätsmodul  des Fadens dem des damit  verbundenen Materials 
entspricht, da es sonst bei der Deformation in Folge von mechanischer Belastung 
zu Brüchen zwischen diesen Übergängen kommen kann [32]. Da die Muschel aus 
verhältnismäßig weichem Gewebe besteht (E = 10 – 50 MPa), sich jedoch mit  
harten  Untergründen  (E  =  500  MPa  –  50  GPa)  verbinden  muss,  wurde  das 
Problem  der  radialen  Belastung  bei  derartigen  Übergängen  evolutionär 
dahingehend gelöst, dass der Faden einen mechanischen Gradienten aufweist: 
der distale Bereich des Fadens, welcher mit der harten Haftstruktur interagiert, ist 
bedeutend steifer und zugfester als der proximale Teil, der hingegen elastischer 
und dehnbarer ist und dem E-Modul des Molluskengewebes ähnelt (s. Abb. 3).
Auf  molekularer  Ebene besteht  der  gut  untersuchte  Byssus der  Mytilidae aus 
einer amorphen, proteinbasierten Matrix, in die kollagenartige Fibrillen eingebettet 
sind,  die  zusätzlich  zu  einer  zentralen  Kollagendomäne  auch  weitere 
Funktionalitäten  besitzen,  welche  die  mechanischen  Eigenschaften  der  Faser 
ebenfalls prägen (s. Abb. 4) [33]:
Das im proximalen Byssusfaden vorrangig vorkommende preColP enthält Elastin-
ähnliche Domänen, welche diesem Abschnitt  des Fadens eine hohe Elastizität 
verleihen  [34].  Im  Zuge  eines  Proteingradienten,  welcher  makroskopisch  als 
18
morphologische und mechanische Varianz im Faden beobachtet werden kann, 
nimmt der Gehalt  an preColP zugunsten eines höheren Anteils an preColD im 
distalen Bereich der Faser ab. 
preColD, welches, anstelle der elastinähnlichen Domänen von preColP, Alanin-
reiche,  seidenähnliche Domänen besitzt,  verleiht  dem Byssusfaden im distalen 
Bereich eine bedeutend höhere Steifigkeit und Zugfestigkeit, was es dem Faden 
erlaubt, hohe Mengen an mechanischer Energie umzusetzen, bevor der Byssus 
und die daran befestigte Muschel Schaden nehmen [35].
preColNG, das Strukturmotive enthält, die denen von Pflanzenzellwandproteinen 
ähneln, ist im Byssus mit beinahe konstanter Verteilung zu finden und übernimmt 
die Rolle eines „Mediators“ zwischen den anderen Muschelbyssuskollagenen [36].
Neben  den  elastin-  und  seidenähnlichen  Domänen  besitzen  alle  preCols 
außerdem terminale Domänen, die einen hohen Anteil an Histidin, sowie durch 
enzymatisch  katalysierte  Oxidation  von  Tyrosin  gewonnenes  DOPA  (3,4-
Dihydroxyphenylalanin)  aufweisen  [37],  [38].  Diese  Aminosäuren  komplexieren 
Metallionen und sind so in der Lage, sowohl die Ende-zu-Ende-Assemblierung der 
preCol-Fibrillen, als auch die intermolekulare Interaktion mit Matrixproteinen und 
die Adhäsion an verschiedene Oberflächen zu vermitteln. 
Da die genannten Domänen nicht wie bei anderen Kollagenen proteolytisch vor 
der  Sekretion  aus  der  produzierenden  Zelle  gespalten  werden,  ist  außerdem 
davon auszugehen, dass sie vor der Trimerisierung der Kollagen-Domäne eine 
Rolle  als  Nukleationskeim  spielen  und  demnach  an  der  Bildung  von  korrekt 
gefalteten Homotrimeren beteiligt sind [39].
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Abbildung 3: (links) Der Byssus einer mediterranen Miesmuschel (Mytilus galloprovincialis) ist nach dem 
Ablösen der Muschel vom Untergrund als Bündel von ca. 50 Fäden erkennbar. Durch das Schließen der 
Schale ist hauptsächlich der mechanisch belastbarere, distale Teil des Byssusfadens exponiert. (rechts) Um 
der  mechanischen  Belastung  durch  die  Gezeiten  zu  widerstehen,  muss  die  Muschel  das  weiche 
Muskelgewebe mit dem harten Untergrund verbinden. Damit dies möglich ist, nimmt die Steifigkeit des 
Byssus im distalen Bereich um bis zu eine Größenordnung zu.  Auf molekularer  Ebene lässt  sich diese  
Eigenschaft durch einen Konzentrationsgradienten von preColP hin zu preColD und eine Verringerung des 
Anteils an Matrixproteinen erklären. Modifiziert nach [40] mit Erlaubnis des Verlags (© Taylor & Francis).
Eine  sowohl  aus  mechanischer  als  auch  chemischer  Hinsicht  beachtliche 
Besonderheit  der  His/DOPA-Domänen  und  der  von  ihnen  gebildeten 
Metallkomplexe  ist  außerdem  die  Eigenschaft,  auf  molekularer  Ebene  als 
nichtkovalente Sollbruchstellen zu fungieren, welche sich beim Überschreiten der 
entsprechenden  Dehnungsgrenze  reversibel  öffnen,  bevor  eine  Entfaltung  der 
anderen  Domänen des  preCol-Proteins  stattfindet.  Aus  makroskopischer  Sicht 
äußert sich dieser Mechanismus als eine Form der Selbstheilung [41]:
Wenn  der  Faden  im  distalen  Bereich  über  seine  Dehnungsgrenze  hinaus 
beansprucht  wurde,  ist  innerhalb  von  wenigen  Minuten  eine  Rückbildung  des 
ursprünglichen  Zug-/Dehnungsverhaltens  zu  beobachten,  bis  hin  zu  der 
kompletten  Wiederherstellung  der  Dämpfungseigenschaft  des  Byssusfadens, 
ohne dass dazu eine metabolisch aufwändige Reparatur nötig ist.
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Abbildung 4: Der hierarchische Aufbau von preCols im Byssusfaden beginnt mit der Faltung von Kollagen-
Homotrimeren  und  führt  über  die  Bildung  von  Filament-Bündeln  im  Zuge  einer  Ende-an-Ende-
Assemblierung  zu  Nanofibrillen,  welche  in  die  amorphe  Matrix  des  Byssusfadens  eingebettet  sind. 
Modifiziert nach [42] mit Erlaubnis des Verlags (© Elsevier Ltd.).
Aus  Sicht  des  rationalen  Proteindesigns  bieten  die  preCol-Proteine  eine 
ausgezeichnete  Grundlage  für  die  Produktion  von  Kollagen-Mimetika,  da  der 
blockweise Aufbau der preCols es erlaubt, gezielt verschiedene Funktionalitäten 
einzubringen  und  bestehende  Sequenzen  so  zu  modifizieren,  dass  diese  die 
gewünschten  Eigenschaften  aufweisen  bzw.  unerwünschte  Charakteristika 
verlieren [43]. 
Außerdem besitzen die preCols im Gegensatz zu den Kollagenen der ECM die 
Eigenschaft,  auch  nach  vollständiger  Denaturierung  unter  geeigneten 
Bedingungen  alle  Schritte  der  in  Abbildung  4 gezeigten  Assemblierung  zu 
durchlaufen  und  Fasern  mit  zum  natürlichen  Byssus  vergleichbaren 
mechanischen Eigenschaften zu bilden. Damit sind preCols und preCol-basierte 
Proteine gute Kandidaten für die Herstellung von mechanisch hoch belastbaren 
und  dennoch  biokompatiblen  Biomaterialien,  die  mittels  einfacher  Methoden 
versponnen werden können.
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4.5 preColD: Seide, Kollagen oder beides?
Im  Zuge  dieser  Arbeit  wurde  besonders  das  Hauptkollagen  des  distalen 
Muschelbyssus  genauer  betrachtet.  Da  dieses  Protein  etwa  90%  des 
Gesamtproteins  im  distalen  Bereich  des  Byssusfadens  ausmacht  [44],  muss 
davon ausgegangen werden, dass die mechanischen Eigenschaften des distalen 
Muschelbyssus größtenteils von preColD geprägt werden.
preColD besitzt, wie die anderen Muschelbyssuskollagene auch, klar voneinander 
abgrenzbare Domänen und kann in seiner assemblierten Form (s.  Abb.  4) als 
Block-Copolymer verstanden werden. Die Alanin-reichen, flankierenden Domänen 
wurden  bereits  in  Abschnitt  4.4 erwähnt,  jedoch  ist  nicht  klar,  ob  es  sich  bei 
preColD  um  ein  Kollagen  mit  seidenähnlichen  Eigenschaften,  oder  um  eine 
seidenähnliche Struktur mit kollagenartigen Domänen handelt.
Seiden,  darunter  auch  die  mechanisch  äußerst  belastbaren  Spinnenseiden, 
zeichnen  sich  dadurch  aus,  dass  sie  kristalline  Domänen  in  einer  amorphen 
Matrix einbetten und damit ein partikelverstärktes Kompositmaterial ausbilden. Bei 
den  genannten  Partikeln  handelt  es  sich  um  Kristalle  aus  Alanin-reichen  β-
Faltblättern,  die  während  des  Spinnprozesses  durch  Scherkräfte  in  der 
Spinndrüse ausgerichtet werden und deren korrekte Orientierung einen großen 
Einfluss auf die Mechanik des Fadens haben [45]. Unter Anbetracht des Aufbaus 
von Seiden kann deshalb auch preColD als eine Seidenart verstanden werden, da 
gezeigt werden konnte, dass auch hier orientierte  β-Faltblätter vorhanden sind, 
die bereits bei geringer Deformation des natürlichen Byssus lasttragend sind und 
somit die mechanischen Eingenschaften des Fadens prägen [35].
Der  zentrale  Unterschied  zwischen  Seidenproteinen  und  Byssuskollagenen  ist 
jedoch die Eigenschaft, dass Byssusproteine dazu in der Lage sind, ohne einen 
genau kontrollierten  Spinnprozess aus vollständig  gelösten  Vorläufern  fibrilläre 
Strukturen und sogar Fasern zu bilden [39]. 
Diese Charakteristik beruht auf der Eigenschaft der zentralen Kollagendomäne, 
bereits im frühen Stadium der Assemblierung von preCols eine axiale Orientierung 
zu ermöglichen, wodurch im weiteren Verlauf eine Selbstassemblierung ähnlich 
der von fibrillärem Typ I Kollagen stattfindet.
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Da die dargestellte Selbstassemblierung eine zentrale Eigenschaft von fibrillärem 
Kollagen ist, wird preColD deshalb in dieser Arbeit als Kollagen betrachtet, wobei 
nicht  auszuschließen  ist,  dass  die  seidenähnliche  Domäne  unter  bestimmten 
Bedingungen einen größeren Einfluss auf die Gesamtfaltung des Proteins hat als 
die Kollagen-artige Domäne.
4.6 Biotechnologische  Produktion  von  Kollagen  und  
Kollagenmimetika
Obwohl  bereits  gezeigt  werden konnte,  dass die  biotechnologische Produktion 
von humanem Kollagen die zuvor genannten Probleme der Immunogenität von 
tierischen Kollagenprodukten umgehen kann, wird nach wie vor ein Großteil des 
heutzutage verwendeten Kollagens aus tierischem Gewebe gewonnen [46].
Hierbei kommen unterschiedliche Extraktionsmethoden zum Einsatz, bei denen, 
je nach Bedarf die Ausbeute, die Homogenität und der Grad an Denaturierung des 
Endmaterials gegeneinander abgewogen werden. Sofern kein lösliches Kollagen 
benötigt wird bzw. die Struktur eines Gewebes erhalten werden soll, wie es z.B.  
bei der Herstellung von  scaffolds der Fall ist, wird in der Regel eine schonende 
Dezellularisierung durchgeführt,  die die bestehende Kollagenstruktur und deren 
Quervernetzungen weitestgehend intakt lässt [47]. 
Zur Gewinnung von löslichem Kollagen werden hingegen zum einen verdünnte 
organische Säuren eingesetzt, welche sehr geringe Ausbeuten liefern, oder zum 
anderen  mittels  Pepsin  oder  weiteren  Proteasen  der  Abbau  von  nicht-
tripelhelikalen, quervernetzten Domänen induziert, was zwar die Ausbeute erhöht, 
aber gleichzeitig die Funktionalität dieser Bereiche zerstört [48].
Der  Grund  für  den  Mangel  an  Alternativen  war  für  lange  Zeit  der  mit 
entsprechenden  hohen  Kosten  verbundene  Aufwand  der  Kultivierung  von 
humanen Fibroblasten,  was wiederum nötig  ist,  da einfacher  zu handhabende 
Expressionssysteme  typischerweise  nicht  das  notwendige  enzymatische 
Repertoire zur korrekten Prozessierung von Kollagen während der Biosynthese 
besitzen.
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Auch  in  letzter  Zeit  etablierte  und  bereits  kommerziell  verfügbare, 
pflanzenbasierte Expressionssysteme für humanidentisches Kollagen leiden unter 
der schweren Handhabbarkeit von Tropokollagen im Downstream-Prozess, was 
die Reinigung des Proteins erschwert (s. Tab. 2).
Neben der bereits in Abbildung  1 skizzierten Faltung, Sekretion und Proteolyse 
unter Zuhilfenahme von spezifischen Chaperonen und Proteasen ist vor allem die 
korrekte  Hydroxylierung  von  Prolin  durch  die  Prolyl-4-Hydroxylase  (P4H)  ein 
zentraler  Schritt  der  Kollagensynthese,  da  ein  zu  geringer  Anteil  an 
4-Hydroxyprolin  die  Stabilität  der  Kollagen-Tripelhelix  bis  hin  zum  kompletten 
Verlust der Faltung unter physiologischen Bedingungen verringert [49].
Da es sich bei der P4H um einen ER-ständigen und vergleichsweise großen α2β2-
Komplex handelt,  ist  die Koexpression in geeigneten Expressionswirten wie  P. 
pastoris [50], [51] oder E. coli-Stämmen mit oxidierendem Cytosol (z.B. Origami) 
zwar  möglich,  führt  jedoch  aufgrund  der  geringen  Löslichkeit  des  Tetramers 
letztendlich oftmals nicht zu dem gewünschten Grad an Hydroxylierung und damit 
geringen Ausbeuten und inhomogenem Produkt [52].
Als  weitere Hindernisse bei  der  rekombinanten Produktion von Kollagen seien 
außerdem die hohen Molekulargewichte der monomeren α-Ketten von 100-200 
kDa zu nennen, sowie die oftmals vorhandene Notwendigkeit der Ausbildung von 
Heterotrimeren,  die  Limitationen  beim  downstream-processing hinsichtlich  der 
Verwendbarkeit  von  Denaturierungsmitteln  (die  Tripelhelix  darf  nicht  zerstört 
werden)  und die Notwendigkeit  von weiteren Sekundärmodifikationen, wie z.B. 
Lysin-Oxidation und Glycosylierung.
Obwohl  es  mehreren  Gruppen  bereits  gelungen  ist,  ein  oder  mehrere  der 
genannten Hindernisse zu überwinden, ist bislang keine Methode bekannt, mit der 
humanidentisches Kollagen mittels rekombinanter Proteinsynthese in Bakterien- 
oder Hefesystemen im Fermentermaßstab hergestellt werden kann.
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Tabelle 2: Beispiele für biotechnologisch produzierte Kollagene
Epressionssystem Besonderheit Nachteile
Humanes 
Typ I Kollagen [11]
Fibroblasten-
Zellkultur Humanidentisch
Benötigt stetige Quelle 
junger, humaner Fibro-
blasten für jede neue 
Charge; teuer;
Nur Typ I Kollagen
Rekombinantes 
humanes Kollagen 
bzw. Prokollagen
Säugetierzellen 
(kommerzieller 
Anbieter) [53]
Rekombinante Volllängen-
α-Ketten der Gene 
COL1A1, COL2A1, 
COL3A1
Teures Expressionssystem;
Inhomogenes Endprodukt 
(Telopeptide teilw. gespalten)
Pichia Pastoris [54]
Koexpression von 
P4H ermöglicht 
Hydroxylierung
Niedrige Ausbeuten;
keine vollständige 
HydroxylierungS. cerevisiae [55]
Pflanzen 
(Tabak, Mais, 
Gerste) [56]
Etablierung des 
Expressionssystems 
langwierig;
Aufwändige Reinigung
Kurzkettige Human-
basierte „collagen-
like“ Sequenzen
(hydroxyliert) [52]
E. coli
Koexpression von P4H; 
fibrillär, hydroxyliert
Größenlimitierung des 
Expressionssystems
Kurzkettige Human-
basierte Sequenzen 
(keine posttr. 
Modifikation) [57]
Hohe Ausbeuten, 
homogenes Endprodukt
Instabil, nicht als Biomaterial 
geeignet
Kurzkettige 
Fragmente
voll- bzw. 
teilsynthetische 
Sequenzen
Peptidsynthese
[12], [58]–[60]
Zahlreiche Ansätze
Vollständige Flexibilität 
bez. Sequenz und nicht-
kanonischer Aminosäuren
Stark größenlimitiert 
(30-50 Aminosäuren)
Tierische 
Kollagene
E. coli
(Pflanzenwespen-
seide) [61]
Nativ kein Hydroxyprolin
Hohe Ausbeuten
nicht-humane Sequenz, 
Biokompatibilität nicht 
etabliert
in vitro Assemblierung nicht 
etabliert
P. pastoris
(Muschelbyssus-
kollagen) [62]
Hydroxylierung möglich 
(noch nicht etabliert)
Nach Optimierung hohe 
Ausbeuten möglich
nicht-humane Sequenz, 
Biokompatibilität nicht 
etabliert
Bakterielle 
Kollagene
[63]
E. coli
Von S. pyogenes abgeleitet
Hohe Ausbeuten
Keine Sekundär-
modifikation nötig
Nicht fibrillär
Möglicherweise immunogen
Synthetische 
Kollagene
[64]
E. coli
(Engineered 
Collagen)
Synthetische Sequenz
Biokompatibel
Hohe Ausbeuten
Keine Sekundär-
modifikation nötig
Trimerisierungsdomäne für 
Fibrillisierung nötig
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4.7 Zielsetzung der Arbeit
Kollagenähnliche  Biomaterialen  der  Zukunft  sollen  mechanisch  eine  Festigkeit 
vergleichbar  mit  der  von  Sehnen  aufweisen  und  damit  den  möglichen 
Einsatzbereich  von  Kollagen  als  Biomaterial  vergrößern,  dabei  keine 
Immunogenität  besitzen  und  mit  hoher  Ausbeute  in  skalierbaren 
Fermentationsprozessen kostengünstig produzierbar sein.
Aufgrund  der  einzigartigen  Eigenschaften  von  Muschelbyssuskollagen,  in  vitro 
aus vollständig entfalteten preCols tripelhelikale, fibrilläre Strukturen auszubilden, 
ohne  dabei  gelatinöse  Netzwerke  zu  formen,  wurde  im  Zuge  dieser  Arbeit 
versucht,  das  Byssuskollagen  preColD  rekombinant  herzustellen  und  daraus 
biokompatible Materialen zu gewinnen.
Zusätzlich  zu  der  eben  genannten  Herangehensweise  wurden  außerdem 
Bemühungen unternommen, synthetische Kollagenmimetika, sogenannte eCols, 
zu designen und rekombinant zu produzieren. Hierbei wurde davon ausgegangen, 
dass  die  Fähigkeit  von  gelösten  α-Kollagenen,  im  Zuge  der  Synthese  von 
fibrillärem Kollagen Tropokollagen zu bilden und dabei gleichzeitig eine ungezielte 
Quervernetzung zu vermeiden, größtenteils davon abhängig zu sein scheint, dass 
eine  gezielte  Nukleation  durch  eine  Trimerisierungsdomäne  eingeleitet  wird, 
welche die Bildung von einzelnen Kollagen-Trimeren kinetisch begünstigt,  nicht 
jedoch die Entstehung von quervernetzten Gelatine-ähnlichen Strukturen.
Außerdem  wurde,  basierend  auf  Beobachtungen  anderer  Gruppen,  die  mit 
synthetischen  (GPP)n-Peptiden  gemacht  wurden,  angenommen,  dass  die 
Schmelztemperatur  von Kollagenmimetika  mit  großem Prolin-Anteil  auch ohne 
das Vorhandensein von nicht-kanonischen Aminosäuren, wie z.B. Hydroxyprolin, 
hoch genug sein kann, um unter physiologischen Bedingungen stabil gefaltet zu 
bleiben.  Diese Hypothese  schien  naheliegend,  da  diese Eigenschaft  auch bei 
bakteriellen  Kollagenen  beobachtet  werden  kann,  welche  ebenfalls  kein 
Hydroxyprolin besitzen.
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5 Synopsis
Bei  den  hier  präsentierten  Teilarbeiten  handelt  es  sich  um  Publikationen,  in 
welchen  die  Möglichkeit  der  rekombinante  Produktion  von  verschiedenen 
kollagenartigen Proteinen demonstriert wird.
Die  zugrundeliegende  Problematik  der  Gewinnung  von  mechanisch 
leistungsfähigen  und  dennoch  biokompatiblen  Materialien  auf  Kollagenbasis 
wurde bereits in der Einleitung behandelt und wird im Zuge einer Übersichtsarbeit 
(Teilarbeit Kapitel  11) vertieft behandelt, welche außerdem die zuvor publizierte 
Primärliteratur sowie den momentanen Stand der Forschung in Kontext setzt. 
5.1 Biotechnologische Produktion des Muschelbyssuskollagens 
preColD
Teilarbeit 1: s. Kapitel 9 und Ref. [62]
preColD  ist  ein  homotrimeres,  kollagenbasiertes  Strukturprotein,  das  im 
mechanisch stark beanspruchten distalen Teil des Muschelbyssus bis zu 90% des 
Gewichtsanteils des Fadens ausmacht. Es ist somit naheliegend, dass preColD 
maßgeblich für die hohe Festigkeit des Byssus verantwortlich ist.
Durch den blockweisen Aufbau von preColD können verschiedene Attribute des 
Proteins  den  einzelnen  Domänen  zugeschrieben  werden:  Die  zentrale 
Kollagendomäne sorgt dafür, dass das Protein Fibrillen bilden kann, welche sich 
im Byssusfaden axial in Zugrichtung anordnen (s. Abb.  4). Die terminalen, His-
DOPA-reichen Domänen sorgen über die darin gebildeten Metallkomplexe für die 
intermolekulare Verknüpfung der einzelnen Fibrillen und dienen bei Überschreiten 
der  elastischen  Zugphase  des  Byssusfadens  als  selbsheilende, 
energieabsorbierende mechanische Dämpfer.
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Die Alanin-reichen flanks ähneln in ihrer Primärstruktur der von Seidenprotein und 
bilden im Zuge der Faltung des Proteins  β-kristalline Strukturen aus,  die dazu 
führen,  dass  der  preColD-reiche  Abschnitt  des  Byssusfadens  sich  wie  ein 
partikelverstärktes, fibrilläres Kompositmaterial verhält.
Abbildung  5:  (A)  Schematischer  Aufbau  eines  trimeren  preColD  und  das  Blockdiagramm  (B)  des 
rekombinanten  Proteins,  wie  es  in  P.  pastoris hergestellt  wurde.  Der  α-Sekretionsfaktor  wird  nach  der 
Translokation in das ER proteolytisch abgespalten.  Modifiziert aus  [62] mit Erlaubnis des Verlags (© The 
Royal Chemical Society of Chemistry).
Im Zuge der Teilarbeit wurde preColD in der Hefe Pichia pastoris hergestellt. Auf 
die  Koexpression  von  P4H  und  Tyrosinase  wurde  verzichtet,  da  in 
entsprechenden  Vorversuchen  nur  unbefriedigende  Resultate  erzielt  werden 
konnten,  sodass  das  rekombinante  Protein  keine  Sekundärmodifikationen 
aufweist.  Trotz  des  Vorhandenseins  eines  α-Sekretionsfaktors  wurde  bei  der 
Fermentation  keine  erfolgreiche  Sekretion  beobachtet,  sodass  davon 
ausgegangen  werden  muss,  dass  das  Protein  im  ER  aggregiert  oder  durch 
andere  Mechanismen  von  dem  Weitertransport  in  den  sekretorischen  Golgi-
Apparat  der  Hefezelle  abgehalten  wird.  Die  Reinigung  des  Proteins  erfolgte 
deshalb  aus  dem  Zellpellet  mittels  Nickel-Affinitätschromatographie  unter 
denaturierenden Bedingungen.
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Das  so  gewonnene  Protein  wurde  unter  verschiedenen  Bedingungen  zur 
Aufklärung  der  Sekundärstruktur  sowohl  mittels  Zirkulardichroismus-  (CD)  als 
auch Fouriertransformierter Infrarotspektroskopie (FTIR) untersucht. Dabei konnte 
festgestellt  werden,  dass die  Alanin-reichen  flanks besonders in  Lösung einen 
großen  Einfluss  auf  die  mittels  CD  messbare  Sekundärstruktur  des  Proteins 
haben  und  äußerst  stabil  gefaltet  zu  sein  scheinen,  da  selbst  unter 
denaturierenden Bedingungen in 4 M Harnstoff noch starke β-Faltblatt-Anteile in 
den jeweiligen Spektren zu beobachten sind (s.  Fig.  2,  Teilarbeit  1).  Wird das 
Denaturierungsmittel in Lösung entfernt, scheint sich das CD-Spektrum zusätzlich 
mit dem Signal einer Kollagen-Tripelhelix zu überlagern.
Wird  das  Protein  in  Ameisensäure  gelöst  und  aus  dieser  Lösung  durch 
Abdampfen des Lösungsmittels ein Film hergestellt, bilden sich unmittelbar nach 
der  Trocknung  β-kristalline  Strukturen,  die  zusammen  mit  unstrukturierten 
Bereichen des Proteins ein Mischsignal in der Amid-I-Bande des FTIR-Spektrums 
erkennen lassen. Das CD-Spektrum des so hergestellten Films ist vergleichbar 
mit dem von preColD in 4 M Harnstoff, was nahelegt, dass sich die kristallinen 
Strukturen innerhalb von kurzer Zeit während der Trocknung aus Ameisensäure 
formen, während hingegen die Ausbildung der Kollagenhelix zu langsam verläuft, 
als dass sie in diesem kurzen Zeitraum stattfinden kann.
Wird  eine  niedrig  konzentrierte  Lösung  von  preColD  mittels 
Gelfiltrationschromatographie in einen nicht-denaturierenden Acetatpuffer (pH 5,5) 
transferiert, bilden sich nach Erhöhung des pH-Werts in dieser Lösung Fibrillen, 
welche in gewissem Ausmaß an den Termini interagieren und zusätzlich nicht-
fibrilläre Strukturen zeigen (s. Abb.  6 bzw. Fig. 3, Teilarbeit 1). Dies legt nahe, 
dass in den His-DOPA-reichen Termini die Deprotonierung von Histidin als pH-
abhängiger  Schalter  wirken  kann,  welche  daraufhin  zu  einer  intermolekularen 
Assemblierung führt und die Faltung der Kollagendomäne nukleiert.
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Abbildung  6:  Transmissionselektronenmikroskopische  (TEM)  Aufnahme  von  rekombinanten  preColD-
Fibrillen, welche sich nach pH-Erhöhung in Lösung bilden. Die einzelnen Fibrillen bilden Bündel aus, die an 
den Termini zu interagieren scheinen. Diese Interaktion wird vermutlich durch die terminalen Domänen 
(His-DOPA) vermittelt. Übernommen aus [62] mit Erlaubnis des Verlags (© The Royal Chemical Society of 
Chemistry).
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5.2 Engineered Collagen – Ein Redox-schaltbares Grundgerüst 
zur steuerbaren Assemblierung und Produktion von 
biokompatiblen Oberflächen
Teilarbeit 2: s. Kapitel 10 und Ref. [64]
Tierisches  Typ  1  Kollagen  besitzt  eine  stark  prozessierte  und  hierarchisch 
assemblierte  Struktur,  die  jedoch  letztendlich  auf  einfachen,  repetitiven 
Sequenzen beruht. Da bereits mit der rekombinanten Produktion von preColD in 
P. pastoris (s. Kapitel  5.1) gezeigt werden konnte, dass selbst ohne die Prolin-
Hydroxylierung  in  manchen  Fällen  ein  Großteil  der  Funktionalität  von 
Kollagensequenzen  erhalten  bleibt,  wurde  in  dieser  Arbeit  untersucht,  ob  ein 
einfaches (GPP)50-Biopolymer dazu in der Lage ist, korrekt gefaltete Tripelhelices 
auszubilden,  welche  im  Zuge  weiterer  Entwicklung  in  Zukunft  als  Biomaterial 
nutzbar sind.
Da  bekannt  ist,  dass  langkettige,  vollständig  denaturierte  Kollagene  in 
Abwesenheit  von gezielter  Nukleation gelatineartige Netzwerke ausbilden, aber 
im Gegensatz dazu selbst verhältnismäßig instabile Kollagene, wie z.B. die zuvor 
erwähnten  bakteriellen  Kollagene,  nach  Nukleation  durch  spezielle 
Trimerisierungsdomänen stabile, lösliche Tripelhelices formen können, wurden die 
hier  verwendeten  Konstrukte  mit  einer  redox-schaltbaren  Nukleationsdomäne 
versehen.
Bei dem WC2-genannten Foldon handelt es sich um eine kurze Sequenz, welche 
mittels zweier Cysteine die oxidationsabhängige Verknüpfung am Aminoterminus 
des Polymers erlaubt.  Es wurden mehrere Konstrukte  unterschiedlicher  Länge 
hergestellt,  um  den  Einfluss  des  genannten  Foldons  auf  Konstrukte 
unterschiedlicher Stabilität einschätzen zu können.
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Zwei  kurze  Peptide,  eCol-WC2-(GPP)3 und  eCol-WC2-(GPP)7 wurden  mittels 
Festphasensynthese am Laboratory for Organic Synthesis of Functional Systems,  
Department  of  Chemistry,  Humboldt-Universität  zu  Berlin  gewonnen,  während 
eCol-WC2-(GPP)50 erfolgreich in E. coli produziert und mittels einer modifizierten 
Nickel-Affinitäts Reinigungsstrategie aufgearbeitet werden konnte. 
Hierbei  wurde  beobachtet,  dass  das  genannte  Konstrukt  nur  unter 
denaturierenden Bedingungen löslich ist, weshalb viele der folgenden Messungen 
in  Gegenwart  von  4 M  Guanidinhydrochlorid  (GdmCl)  durchgeführt  werden 
mussten.
Zur  Untersuchung  der  Faltung  wurden  temperaturabhängige  CD-Messungen 
durchgeführt  (s. Abb.  7 bzw. Fig.  3,  Teilarbeit 2), bei denen festgestellt  wurde, 
dass  alle  Konstrukte  in  der  Lage  sind,  tripelhelikale  Sekundärstrukturen 
auszubilden. Das kürzeste Peptid eCol-WC2-(GPP)3 formte nur unter oxidierenden 
Bedingungen  und  Inkubation  bei  unter  10 °C  Tripelhelices,  konnte  diese  aber 
auch nach Hitzedenaturierung so schnell wieder ausbilden, dass keine Hysterese 
zwischen  Heizen  und  Kühlen  zu  erkennen  war.  Wurde  das  zuvor  unter 
oxidierenden Bedingungen trimerisierte  eCol-WC2-(GPP)3 reduziert,  behielt  das 
Konstrukt die tripelhelikale Faltung vorerst, entfaltete aber nach Überschreiten des 
Schmelzpunktes und konnte danach trotz erneutem Abkühlen keine Helix mehr 
ausbilden (s. Abb. 7A bzw. Fig. 3A, Teilarbeit 2).
Das Peptid eCol-WC2-(GPP)7 konnte sowohl unter oxidierenden als auch unter 
reduzierenden  Bedingungen  lösliche  Kollagenhelices  formen,  benötigte  in  der 
reduzierten  Form  hierzu  aber  eine  mehrstündige  Inkubation  bei  2 °C.  Dieses 
Verhalten wurde auch im zyklischen Schmelzexperiment beobachtet; im oxidierten 
Zustand konnte sich die Tripelhelix bereits während der Abkühlphase mit geringer 
Hysterese wieder falten, während das reduzierte Protein nach Überschreiten des 
Schmelzpunktes  bis  zum  Abschluss  des  Experiments  kein  kollagentypisches 
Signal mehr zeigte (s. Abb. 7B bzw. Fig. 3B, Teilarbeit 2).
Das lange eCol-WC2-(GPP)50-Konstrukt  war  nur  in  Gegenwart  von 4 M GdmCl 
löslich  und  aggregierte  auch  hier  langsam unter  reduzierenden  Bedingungen. 
Unter oxidierenden Bedingungen konnte ein ähnliches Verhalten zu den kurzen 
Peptiden  beobachtet  werden,  nämlich  dass  sich  die  thermisch  denaturierte 
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Kollagenfaltung  bei  Vorhandensein  von  Cysteinverknüpfungen  im  WC2-Foldon 
noch während der Abkühlphase wieder ausbildet, während dieselbe Probe nach 
Reduktion  unter  denselben  Bedingungen  erst  die  Faltung  verliert  und  danach 
während  der  Abkühlphase  unspezifisch  aggregiert  (s.  Abb.  7C  bzw.  Fig.  3C, 
Teilarbeit 2).
Abbildung  7: Schmelzkurven der drei untersuchten Konstrukte eCol-WC2-(GPP)3/7/50 unter reduzierenden 
und oxidierenden Bedingungen. In allen Fällen wird deutlich, dass die korrekt gefalteten Konstrukte unter 
oxidierenden Bedingungen ihre tripelhelikale Faltung nach dem Schmelzen wieder einnehmen, während die 
thermische  Denaturierung  unter  reduzierenden  Bedingungen  irreversibel  ist.  Übernommen  aus  [64] mit 
Erlaubnis des Verlags (© American Chemical Society).
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Die  gezeigten  Experimente  verdeutlichen,  dass  die  Nukleation  der  Tripelhelix 
einen  großen  Einfluss  auf  die  korrekte  Faltung  von  den  hier  gezeigten 
Kollagenmimetika  hat.  Es  wird  vermutet,  dass  besonders  bei  längeren 
Konstrukten die Erstnukleation ein entropisch ungünstiger Schritt ist, der aufgrund 
seiner  Seltenheit  die  Ausbildung  von  unspezifischen  Aggregaten  und 
gelatineähnlichen Netzwerken begünstigt, sofern diese Charakteristik nicht durch 
spezifische Funktionalitäten im Protein bereits gegeben ist.
Um das Oligomerisierungsverhalten des WC2-Foldons zu untersuchen,  wurden 
das reduzierte und das oxidierte eCol-WC2-(GPP)3-Peptid per SEC/MALS (size 
exclusion  chromatography  /  multi-angle  light  scattering)  untersucht  (s.  Fig.  4, 
Teilarbeit  2).  Da  die  Messung  bei  Raumtemperatur  und  damit  oberhalb  des 
Schmelzpunktes  der  Kollagendomäne  durchgeführt  wurde,  sind  sämtliche 
Oligomerisierungen auf die Auswirkung des Foldons zurückzuführen.
Es wurde festgestellt, dass das Peptid in reduzierter Form wie erwartet monomer 
ist. Außerdem wurde beobachtet, dass das Peptid in für in dieser Arbeit relevanten 
Konzentrationen nach der Oxidation tatsächlich größtenteils Monomere, Dimere 
und Trimere ausbildet. Damit ist sicher gestellt, dass das Foldon nicht alleine für 
die  Ausbildung  von  hochmolekularen  Netzwerken  verantwortlich  ist,  sondern 
lediglich einen ratenlimitierenden Schritt  bei der Faltung von Kollagen-Trimeren 
beschleunigt.
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Abbildung 8: AFM-Aufnahmen von (A) eCol-WC2-(GPP)50 unter oxidierenden Bedingungen, präpariert aus 
4 M GdmCl. Es sind längliche, offene Strukturen erkennbar, die das Vorhandensein von fibrillären Anteilen 
erkennen lassen.  (B) eCol-WC2-(GPP)7 bildet unter reduzierenden Bedingungen Fibrillen, die durch eine 
Überlappung  der  Monomere  in  Längsrichtung  die  Gesamtlänge  der  einzelnen  Peptide  um  mehrere 
Größenordnungen überschreitet.  Es  ist  keine  Interaktion  der  Fibrillen  untereinander  zu  beobachten.  Die 
WC2-Domäne  scheint  die  Faltung  nicht  zu  stören.  Übernommen  aus  [64] mit  Erlaubnis  des  Verlags
(© American Chemical Society).
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Zur morphologischen Untersuchung von eCol-WC2-(GPP)7 und eCol-WC2-(GPP)50 
wurde Rasterkraftmikroskopie (AFM) eingesetzt (s. Abb.  8 bzw. Fig. 5, Teilarbeit 
2). Das (GPP)50-Konstrukt bildete unter oxidierenden Bedingungen in 4 M GdmCl 
längliche, schwammartige Strukturen, welche jedoch eine fibrilläre Grundstruktur 
erahnen lassen. Das (GPP)7-Peptid formte unter oxidierenden Bedingungen eine 
raue  Oberfläche  aus,  was  vermuten  lässt,  dass  in  Lösung  eine  ungeordnete 
Ansammlung  von  Fibrillen  vorliegt,  welche  unspezifisch  mit  der 
Glimmeroberfläche interagieren. Im reduzierten Zustand bildete (GPP)7 dagegen 
einzeln unterscheidbare Fibrillen aus, deren Durchmesser als der einer einzelnen 
Kollagen-Tripelhelix gemessen werden konnte. Während eCol-WC2-(GPP)7 somit 
zwar  in  der  Lage  ist,  eine  axiale  Überlappung  der  Monomere  im  reduzierten 
Zustand zu erlauben, ist eine gerichtete Assemblierung nach Oxidation für eCol-
WC2-(GPP)7 nicht  zu beobachten.  eCol-WC2-(GPP)50 hingegen lässt  zumindest 
ansatzweise vermuten, dass eine Interaktion der einzelnen Fibrillen untereinander 
stattfinden kann,  was nahelegen würde,  dass das Protein  zur  Ausbildung von 
größeren, fibrillären Strukturen in der Lage ist.
Um  das  Potential  als  Biomaterial  zu  testen,  wurde  eCol-WC2-(GPP)50 in 
Ameisensäure gelöst und zu Filmen gegossen, welche als Substratum für BALB-
3T3-Fibroblasten und die neuronalen Zelllinien B50 und RN22 eingesetzt wurden. 
Da eCol  keinerlei  Strukturmotive für  Integrin-basierte Adhäsion aufweist,  ist  es 
nicht  verwunderlich,  dass  für  keine  der  getesteten  Zelllinien  eine  Adhäsion 
beobachtet werden konnte.
Wird jedoch ein Film aus einer Mischung aus eCol-WC2-(GPP)50 und 10% (w/w) 
des mit einem carboxyteminalen RGD-Motiv versehenen eCol-WC2-(GPP)7-RGD 
eingesetzt,  findet  eine  signifikante  Adhäsion  von  Fibroblasten  und  die  damit 
verbundene morphologische Veränderung (Spreiten) statt. Somit konnte gezeigt 
werden, dass eCol-basierte Materialien Zellen gegenüber inert  sind, sofern sie 
nicht gezielt mit den gewünschten Funktionalitäten ausgestattet werden (s. Fig. 6, 
Teilarbeit 2).
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Die  Vermischung  mit  kurzkettigen  Peptiden  erlaubt  in  diesem Zusammenhang 
somit eine elegante Möglichkeit, eine Vielzahl von Peptiden unter diesem Aspekt 
auf unkompliziertem Weg zu untersuchen, jedoch liegt eine weitere Stärke des 
Systems  in  der  Möglichkeit,  die  gewünschte  Funktionalität  direkt  durch 
gentechnische Methoden in das rekombinant produzierte eCol-Protein einbringen 
zu können.
Es konnte mit den durchgeführten Experimenten gezeigt werden, dass eCol zur 
Ausbildung von kollagenartigen Strukturen in der Lage ist und gezielt durch die 
redox-schaltbare WC2-Domäne in seiner Assemblierung gesteuert werden kann. 
Da die Interaktion mit Zellen nur gegeben ist, wenn dazu eine spezifische Integrin-
bindende  Domäne  eingebracht  wird,  dient  das  Konstrukt  außerdem  als 
Grundgerüst  für  weiteres  rationales  Design,  um Stoffe  mit  maßgeschneiderten 
Funktionalitäten auf unkomplizierte Art und Weise herstellen zu können.
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5.3 Wege hin zu neuen kollagenbasierten Materialien
Teilarbeit 3: s. Kapitel 11 und Ref. [65]
Kollagen ist als Hauptbestandteil der ECM ein wichtiges Strukturprotein, welches 
seit  längerem Anwendung  als  Biomaterial  findet.  Die  molekulare  Struktur  von 
Tropokollagen ist  in  seiner  tripelhelikalen Faltung gut  definiert  und führt  dazu, 
dass die Kollagen-Tripelhelix unabhängig von der  Primärsequenz in  der  Regel 
nicht vom Immunsystem erkannt wird [66].
Dieser  Umstand  wird  von  einigen  Bakterienspezies,  darunter  insbesondere 
Streptococcus  pyogenes ausgenutzt,  indem es  Kollagen-ähnliche  Proteine  auf 
seiner  Oberfläche  präsentiert,  welche  als  Virulenzfaktor  zur  Ausbildung  von 
Biofilmen, zur Adhäsion an Wirtszellen und der eben genannten Maskierung vor 
Immunrezeptoren beitragen [3]. Eine Besonderheit der bakteriellen Kollagene ist 
die  Eigenschaft,  keine  Sekundärmodifikationen  wie  z.B.  das  in  der  Einleitung 
behandelte 4-Hydroxyprolin zu besitzen, sondern die Tripelhelix stattdessen durch 
die Ausbildung von intermolekularen Salzbrücken zu stabilisieren [63].
Ein  weiteres,  kürzlich  entdecktes  Kollagen  wird  von  Pflanzenwespen  als 
Kokonseide  versponnen  und  benutzt  ebenfalls  die  genannte  Form  der 
Ladungsstabilisierung  [61].  Sowohl  bakterielle  als  auch  Seidenkollagene  sind 
aufgrund ihrer vergleichsweise geringen Größe und den einfachen Ansprüchen an 
das Expressionssystem gute Beispiele für kollagenartige Proteine, welche kaum 
sekundäre Proteinmodifikationen aufweisen [67].
Die  beiden  genannten  Beispiele  sollen  zeigen,  dass  eine  Vereinfachung  der 
Struktur von Kollagenen und kollagenartigen Proteinen prinzipiell möglich ist, und 
dass die genannten Vorbilder eine Herangehensweise zur Gewinnung von neuen 
Materialien liefern, welche möglicherweise in Zukunft als Biomaterialien genutzt 
werden können.
38
Weitere Ansätze zur Produktion von kollagenbasierten Materialien werden derzeit 
von  verschiedenen  Arbeitsgruppen  mit  unterschiedlichen  Herangehensweisen 
verfolgt. Obwohl in letzter Zeit die meisten Neuerungen auf diesem Gebiet durch 
biotechnologische Methoden und Peptidsynthese zustande kommen (s. Tab.  2), 
werden die meisten kommerziell genutzten Kollagene derzeit nach wie vor durch 
Extraktion aus tierischem Gewebe gewonnen.
Soll die Grundstruktur des Gewebes erhalten bleiben, z.B. bei der Herstellung von 
Catgut oder  biologischen  Herzklappen-  oder  Sehnenersätzen,  werden 
Lösungsmittel  und  proteolytische  Enzyme  benutzt,  die  die  nicht-kollagenen 
Bestandteile  des  Gewebes  und  Zellen  entfernen,  um  die  Exposition  von 
immunogenen Strukturen zu minimieren und damit die Abstoßung durch den Wirt 
zu vermeiden [68].
Bei der Extraktion von löslichem Kollagen erhält man Tropokollagen, welches zu 
mehreren Morphologien prozessiert werden kann, aber häufig die mechanische 
Festigkeit  des Ausgangsgewebes verliert.  Besonders in der Prozessierung von 
löslichem  Typ  I  Kollagen  wurden  in  den  letzten  Jahren  jedoch  erhebliche 
Fortschritte  erzielt,  so  ist  es  z.B.  seit  kurzem möglich,  mittels  mikrofluidischer 
Spinntechniken  Fasern  herzustellen,  die  mechanische  Eigenschaften  ähnlich 
denen von Sehnen besitzen [8].
Synthetische,  kollagenmimetische  Peptide,  welche  ursprünglich  zur 
Strukturaufklärung  und  zur  Bestimmung  der  Schmelzpunkte  und 
Faltungskinetiken von Kollagen eingesetzt wurden [19], [60], [69], sind nach wie 
vor  durch  die  maximale  Größe  von  mittels  Festphasenpeptidsynthese 
herstellbaren  Molekülen  limitiert.  Dennoch  zeichnet  sich  diese  Methode  durch 
eine hohe chemische Flexibilität hinsichtlich der verwendeten Aminosäuren aus 
und wird deshalb unter anderem zur Herstellung von diagnostischen Sonden und 
Markern auf  Kollagenbasis angewendet.  Die biotechnologische Produktion von 
natürlichem, humanidentischem Kollagen ist  derzeit  nur unter Verwendung von 
komplexen  und  damit  teuren  Systemen  auf  Basis  von  Fibroblasten-Zellkultur 
möglich.  Da  sich  die  Produktion  von  weniger  komplexen  kollagenbasierten 
Proteinen  jedoch  als  zielführend  herausgestellt  hat,  ist  die  rekombinante 
Proteinproduktion für diese Konstrukte die Methode der Wahl [70].
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Sowohl bakterielles als auch Seidenkollagen können ohne große Modifikationen 
mit großen Ausbeuten in  E. coli  hergestellt werden und werden derzeit auf ihre 
Eignung  als  Biomaterial  untersucht.  Engineered  Collagen (eCol),  ein  (GPP)50-
Polymer, lässt sich ebenfalls in E. coli produzieren und wird als Teil dieser Arbeit 
genauer in Kapitel 11 beschrieben.
Kollagenbasierte Block-Copolymere und darauf basierende Hybride, welche z.B. 
in  P.  pastoris  erfolgreich  exprimiert  wurden,  formen  Hydrogele,  Mizellen  und 
Fibrillen  und  sind  als  Beispiele  für  die  Verwerdbarkeit  von  kollagenartigen 
Sequenzen im Zuge des rationalen Proteindesigns zu nennen. preColD, bei dem 
es sich ebenfalls um ein Block-Copolymer handelt, konnte genauso in P. pastoris 
hergestellt werden und wird in Abschnitt 10 genauer behandelt.
40
6 Literatur
[1] J. P. Bentley, „Excelsior: A Retrospective View Of Collagen“, J. Invest. Dermatol., Bd. 67, Nr. 
1, S. 119–123, Juli 1976.
[2] J.-Y. Exposito, C. Cluzel, R. Garrone, und C. Lethias, „Evolution of collagens“, Anat. Rec., 
Bd. 268, Nr. 3, S. 302–316, Nov. 2002.
[3] S. Lukomski u. a., „Identification and characterization of the scl gene encoding a group A 
Streptococcus extracellular protein virulence factor with similarity to human collagen.“, Infect 
Immun, Bd. 68, Nr. 12, S. 6542–6553, Dez. 2000.
[4] D. H. McNitt u. a., „Surface-exposed loops and an acidic patch in the Scl1 protein of group A 
Streptococcus enable Scl1 binding to wound-associated fibronectin“, J. Biol. Chem., Bd. 293, 
Nr. 20, S. 7796–7810, Mai 2018.
[5] J. Philip McCoy u. a., „Connective tissue diseases and bovine collagen implants“, J. Am. 
Acad. Dermatol., Bd. 16, Nr. 2, S. 315–318, Feb. 1987.
[6] T. Gibson, „Evolution of catgut ligatures: the endeavours and success of Joseph Lister and 
William Macewen“, Br. J. Surg., Bd. 77, Nr. 7, S. 824–825, Juli 1990.
[7] M. O. Othman, W. Qassem, und A. B. Shahalam, „The mechanical properties of catgut in 
holding and bonding fractured bones“, Med. Eng. Phys., Bd. 18, Nr. 7, S. 584–590, Okt. 
1996.
[8] C. Haynl, E. Hofmann, K. Pawar, S. Förster, und T. Scheibel, „Microfluidics-Produced 
Collagen Fibers Show Extraordinary Mechanical Properties“, Nano Lett., Bd. 16, Nr. 9, S. 
5917–5922, Sep. 2016.
[9] H. Nowack, E. Hahn, und R. Timpl, „Specificity of the antibody response in inbred mice to 
bovine type I and type II collagen“, Immunology, Bd. 29, Nr. 4, S. 621–628, Okt. 1975.
[10] D. A. Zeide, „Adverse reactions to collagen implants“, Clin. Dermatol., Bd. 4, Nr. 1, S. 176–
182, Jan. 1986.
[11] L. Bauman, „CosmoDerm/CosmoPlast (Human Bioengineered Collagen) for the Aging Face“, 
Facial Plast. Surg., Bd. 20, Nr. 02, S. 125–128, Mai 2004.
[12] C. M. Yamazaki, S. Asada, K. Kitagawa, und T. Koide, „Artificial collagen gels via self-
assembly of de novo designed peptides.“, Biopolymers, Bd. 90, Nr. 6, S. 816–823, 2008.
[13] J.-D. Malcor u. a., „The synthesis and coupling of photoreactive collagen-based peptides to 
restore integrin reactivity to an inert substrate, chemically-crosslinked collagen“, 
Biomaterials, Bd. 85, S. 65–77, Apr. 2016.
[14] J. Bella und D. J. S. Hulmes, „Fibrillar Collagens“, in Fibrous Proteins: Structures and 
Mechanisms, Bd. 82, D. A. D. Parry und J. M. Squire, Hrsg. Cham: Springer International 
Publishing, 2017, S. 457–490.
[15] A. Bhattacharjee und M. Bansal, „Collagen Structure: The Madras Triple Helix and the 
Current Scenario“, IUBMB Life Int. Union Biochem. Mol. Biol. Life, Bd. 57, Nr. 3, S. 161–172, 
März 2005.
[16] N. Dai und F. A. Etzkorn, „Cis-trans proline isomerization effects on collagen triple-helix 
stability are limited“, J. Am. Chem. Soc., Bd. 131, Nr. 38, S. 13728–13732, Sep. 2009.
[17] A. Bachmann, T. Kiefhaber, S. Boudko, J. Engel, und H. P. Bächinger, „Collagen triple-helix 
formation in all-trans chains proceeds by a nucleation/growth mechanism with a purely 
entropic barrier.“, Proc Natl Acad Sci U A, Bd. 102, Nr. 39, S. 13897–13902, Sep. 2005.
[18] A. V. Persikov, Y. Xu, und B. Brodsky, „Equilibrium thermal transitions of collagen model 
peptides.“, Protein Sci, Bd. 13, Nr. 4, S. 893–902, Apr. 2004.
[19] S. Boudko u. a., „Nucleation and propagation of the collagen triple helix in single-chain and 
trimerized peptides: transition from third to first order kinetics.“, J Mol Biol, Bd. 317, Nr. 3, S. 
459–470, März 2002.
[20] S. P. Boudko, J. Engel, und H. P. Bächinger, „The crucial role of trimerization domains in 
collagen folding“, Int. J. Biochem. Cell Biol., Bd. 44, Nr. 1, S. 21–32, Jan. 2012.
[21] M. Yamauchi und M. Sricholpech, „Lysine post-translational modifications of collagen“, 
Essays Biochem., Bd. 52, S. 113–133, Mai 2012.
41
[22] K. A. Piez und A. H. Reddi, Hrsg., Extracellular Matrix Biochemistry. New York: Elsevier 
Science Ltd, 1984.
[23] A. D. Theocharis, S. S. Skandalis, C. Gialeli, und N. K. Karamanos, „Extracellular matrix 
structure“, Adv. Drug Deliv. Rev., Bd. 97, S. 4–27, Feb. 2016.
[24] K. Gelse, E. Pöschl, und T. Aigner, „Collagens—structure, function, and biosynthesis“, Adv. 
Drug Deliv. Rev., Bd. 55, Nr. 12, S. 1531–1546, Nov. 2003.
[25] S. Hamaia und R. W. Farndale, „Integrin recognition motifs in the human collagens“, Adv. 
Exp. Med. Biol., Bd. 819, S. 127–142, 2014.
[26] C. Zeltz, J. Orgel, und D. Gullberg, „Molecular composition and function of integrin-based 
collagen glues-introducing COLINBRIs“, Biochim. Biophys. Acta, Bd. 1840, Nr. 8, S. 2533–
2548, Aug. 2014.
[27] S. Chattopadhyay und R. T. Raines, „Review collagen-based biomaterials for wound healing: 
Collagen-Based Biomaterials“, Biopolymers, Bd. 101, Nr. 8, S. 821–833, Aug. 2014.
[28] D. F. Williams, Williams Dictionary of Biomaterials, 1. Aufl. Liverpool University Press, 1999.
[29] R. Khan und M. H. Khan, „Use of collagen as a biomaterial: An update“, J. Indian Soc. 
Periodontol., Bd. 17, Nr. 4, S. 539–542, 2013.
[30] Y.-C. Fung, Biomechanics. New York, NY: Springer New York, 1993.
[31] J. E. Smeathers und J. F. V. Vincent, „Mechanical properties of mussel byssus threads“, J. 
Molluscan Stud., Bd. 45, Nr. 2, S. 219–230, Aug. 1979.
[32] X. X. Qin, K. J. Coyne, und J. H. Waite, „Tough tendons. Mussel byssus has collagen with 
silk-like domains“, J. Biol. Chem., Bd. 272, Nr. 51, S. 32623–32627, Dez. 1997.
[33] J. H. Waite, X. X. Qin, und K. J. Coyne, „The peculiar collagens of mussel byssus“, Matrix 
Biol. J. Int. Soc. Matrix Biol., Bd. 17, Nr. 2, S. 93–106, Juni 1998.
[34] M. H. Suhre, T. Scheibel, C. Steegborn, und M. Gertz, „Crystallization and preliminary X-ray 
diffraction analysis of proximal thread matrix protein 1 (PTMP1) from Mytilus 
galloprovincialis“, Acta Crystallogr. Sect. F Struct. Biol. Commun., Bd. 70, Nr. Pt 6, S. 769–
772, Juni 2014.
[35] A. Hagenau, P. Papadopoulos, F. Kremer, und T. Scheibel, „Mussel collagen molecules with 
silk-like domains as load-bearing elements in distal byssal threads.“, J Struct Biol, Bd. 175, 
Nr. 3, S. 339–347, Sep. 2011.
[36] X.-X. Qin und J. H. Waite, „A potential mediator of collagenous block copolymer gradients in 
mussel byssal threads“, Proc. Natl. Acad. Sci., Bd. 95, Nr. 18, S. 10517–10522, Sep. 1998.
[37] M. H. Ravindranath und K. Ramalingam, „Histochemical identification of dopa, dopamine and 
catechol in the phenol gland and the mode of tanning of byssus threads of Mytilus edulis“, 
Acta Histochem., Bd. 42, Nr. 1, S. 87–94, 1972.
[38] W. Wei, J. Yu, C. Broomell, J. N. Israelachvili, und J. H. Waite, „Hydrophobic Enhancement 
of Dopa-Mediated Adhesion in a Mussel Foot Protein“, J. Am. Chem. Soc., Bd. 135, Nr. 1, S. 
377–383, Jan. 2013.
[39] M. J. Harrington und J. H. Waite, „pH-Dependent Locking of Giant Mesogens in Fibers 
Drawn from Mussel Byssal Collagens“, Biomacromolecules, Bd. 9, Nr. 5, S. 1480–1486, Mai 
2008.
[40] A. Hagenau und T. Scheibel, „Towards the Recombinant Production of Mussel Byssal 
Collagens“, J. Adhes., Bd. 86, Nr. 1, S. 10–24, Jan. 2010.
[41] A. Reinecke, L. Bertinetti, P. Fratzl, und M. J. Harrington, „Cooperative behavior of a 
sacrificial bond network and elastic framework in providing self-healing capacity in mussel 
byssal threads“, J. Struct. Biol., Bd. 196, Nr. 3, S. 329–339, Dez. 2016.
[42] A. Hagenau, M. H. Suhre, und T. R. Scheibel, „Nature as a blueprint for polymer material 
concepts: Protein fiber-reinforced composites as holdfasts of mussels“, Prog. Polym. Sci., 
Bd. 39, Nr. 8, S. 1564–1583, Aug. 2014.
[43] K. J. Coyne, X. X. Qin, und J. H. Waite, „Extensible collagen in mussel byssus: a natural 
block copolymer“, Science, Bd. 277, Nr. 5333, S. 1830–1832, Sep. 1997.
[44] J. M. Lucas, E. Vaccaro, und J. H. Waite, „A molecular, morphometric and mechanical 
comparison of the structural elements of byssus from Mytilus edulis and Mytilus 
galloprovincialis“, J. Exp. Biol., Bd. 205, Nr. Pt 12, S. 1807–1817, Juni 2002.
[45] A. M. Anton, A. Heidebrecht, N. Mahmood, M. Beiner, T. Scheibel, und F. Kremer, 
„Foundation of the Outstanding Toughness in Biomimetic and Natural Spider Silk“, 
Biomacromolecules, Bd. 18, Nr. 12, S. 3954–3962, Dez. 2017.
42
[46] S. R. Chowdhury u. a., „Collagen Type I: A Versatile Biomaterial“, Adv. Exp. Med. Biol., Bd. 
1077, S. 389–414, 2018.
[47] G. Mattei, C. Magliaro, A. Pirone, und A. Ahluwalia, „Bioinspired liver scaffold design criteria“, 
Organogenesis, Bd. 14, Nr. 3, S. 129–146, 2018.
[48] E. Mocan, O. Tagadiuc, und V. Nacu, „Aspects of Collagen Isolation Procedure“, Curiecul 
Med., Bd. 2, S. 320, 2011.
[49] W. B. Van Robertson, „The effect of ascorbic acid deficiency on the collagen concentration of 
newly induced fibrous tissue“, J. Biol. Chem., Bd. 196, Nr. 1, S. 403–408, Mai 1952.
[50] M. Nokelainen, H. Tu, A. Vuorela, H. Notbohm, K. I. Kivirikko, und J. Myllyharju, „High-level 
production of human type I collagen in the yeast Pichia pastoris“, Yeast Chichester Engl., Bd. 
18, Nr. 9, S. 797–806, Juni 2001.
[51] O. Pakkanen, A. Pirskanen, und J. Myllyharju, „Selective expression of nonsecreted triple-
helical and secreted single-chain recombinant collagen fragments in the yeast Pichia 
pastoris.“, J Biotechnol, Bd. 123, Nr. 2, S. 248–256, Mai 2006.
[52] Y. Tang u. a., „Efficient Production of Hydroxylated Human-Like Collagen Via the Co-
Expression of Three Key Genes in Escherichia coli Origami (DE3)“, Appl. Biochem. 
Biotechnol., Bd. 178, Nr. 7, S. 1458–1470, Apr. 2016.
[53] „Recombinant Human Collagens and Associated Reagents: R&D Systems“. [Online]. 
Verfügbar unter: https://www.rndsystems.com/resources/posters/recombinant-human-
collagens-and-associated-reagents. [Zugegriffen: 09-Okt-2018].
[54] J. Myllyharju, M. Nokelainen, A. Vuorela, und K. I. Kivirikko, „Expression of recombinant 
human type I-III collagens in the yeast pichia pastoris“, Biochem. Soc. Trans., Bd. 28, Nr. 4, 
S. 353–357, 2000.
[55] P. D. Toman u. a., „Production of Recombinant Human Type I Procollagen Trimers Using a 
Four-gene Expression System in the Yeast Saccharomyces cerevisiae“, J. Biol. Chem., Bd. 
275, Nr. 30, S. 23303–23309, Juli 2000.
[56] X. Xu u. a., „Hydroxylation of recombinant human collagen type I α 1 in transgenic maize co-
expressed with a recombinant human prolyl 4-hydroxylase“, BMC Biotechnol., Nr. 11, Juni 
2011.
[57] I. Goldberg, A. J. Salerno, T. Patterson, und J. I. Williams, „Cloning and expression of a 
collagen-analog-encoding synthetic gene in Escherichia coli.“, Gene, Bd. 80, Nr. 2, S. 305–
314, Aug. 1989.
[58] M. A. Cejas u. a., „Collagen-related peptides: self-assembly of short, single strands into a 
functional biomaterial of micrometer scale.“, J Am Chem Soc, Bd. 129, Nr. 8, S. 2202–2203, 
Feb. 2007.
[59] J. Ottl, H. J. Musiol, und L. Moroder, „Heterotrimeric collagen peptides containing functional 
epitopes. Synthesis of single-stranded collagen type I peptides related to the collagenase 
cleavage site.“, J Pept Sci, Bd. 5, Nr. 2, S. 103–110, Feb. 1999.
[60] S. E. Paramonov, V. Gauba, und J. D. Hartgerink, „Synthesis of Collagen-like Peptide 
Polymers by Native Chemical Ligation“, Macromolecules, Bd. 38, Nr. 18, S. 7555–7561, Sep. 
2005.
[61] T. D. Sutherland u. a., „A new class of animal collagen masquerading as an insect silk.“, Sci 
Rep, Bd. 3, S. 2864, 2013.
[62] A. V. Golser und T. Scheibel, „Biotechnological production of the mussel byssus derived 
collagen preColD“, RSC Adv., Bd. 7, Nr. 61, S. 38273–38278, 2017.
[63] Y. Xu, D. R. Keene, J. M. Bujnicki, M. Höök, und S. Lukomski, „Streptococcal Scl1 and Scl2 
proteins form collagen-like triple helices.“, J Biol Chem, Bd. 277, Nr. 30, S. 27312–27318, 
Juli 2002.
[64] A. Golser, M. Roeber, H. Boerner, und T. Scheibel, „Engineered collagen - a redox switchable 
framework for tunable assembly and fabrication of biocompatible surfaces“, ACS Biomater. 
Sci. Eng., Nov. 2017.
[65] A. Golser, T. Scheibel, A. V. Golser, und T. Scheibel, „Routes towards Novel Collagen-Like 
Biomaterials“, Fibers, Bd. 6, Nr. 2, S. 21, Apr. 2018.
[66] A. K. Lynn, I. V. Yannas, und W. Bonfield, „Antigenicity and immunogenicity of collagen“, J. 
Biomed. Mater. Res. B Appl. Biomater., Bd. 71, Nr. 2, S. 343–354, Nov. 2004.
43
[67] R. Han u. a., „Assessment of prokaryotic collagen-like sequences derived from streptococcal 
Scl1 and Scl2 proteins as a source of recombinant GXY polymers.“, Appl Microbiol 
Biotechnol, Bd. 72, Nr. 1, S. 109–115, Aug. 2006.
[68] M. Bottagisio, A. F. Pellegata, F. Boschetti, M. Ferroni, M. Moretti, und A. B. Lovati, „A new 
strategy for the decellularisation of large equine tendons as biocompatible tendon 
substitutes“, Eur. Cell. Mater., Bd. 32, S. 58–73, 08 2016.
[69] J. Engel, H. T. Chen, D. J. Prockop, und H. Klump, „The triple helix in equilibrium with coil 
conversion of collagen-like polytripeptides in aqueous and nonaqueous solvents. 
Comparison of the thermodynamic parameters and the binding of water to (L-Pro-L-Pro-
Gly)n and (L-Pro-L-Hyp-Gly)n.“, Biopolymers, Bd. 16, Nr. 3, S. 601–622, März 1977.
[70] C. I. F. Silva, P. J. Skrzeszewska, M. D. Golinska, M. W. T. Werten, G. Eggink, und F. A. de 
Wolf, „Tuning of collagen triple-helix stability in recombinant telechelic polymers.“, 
Biomacromolecules, Bd. 13, Nr. 5, S. 1250–1258, Mai 2012.
44
7 Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Die löslichen α-Ketten werden im Endoplasmatischen Retikulum 
(ER) posttranslationalen Modifikationen unterzogen und falten dann, induziert 
durch die Nukleation ausgehend von einer Trimerisierungsdomäne, in ein 
tripelhelikales Prokollagen. Im Zuge weiterer Prozessierung kommt es während 
oder kurz nach der Sekretion zu einer proteolytischen Spaltung der terminalen 
Propeptide und damit zur Bildung von Tropokollagen. Je nach Kollagentyp findet 
nun im Extrazellulären Raum eine weitere Assemblierung (hier: Fibrillisierung) 
statt, welche mit zunehmender Alterung des Kollagens durch die Knüpfung von 
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Abbildung 5: (A) Schematischer Aufbau eines trimeren preColD und das 
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